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Resumen La región q11-q13 del cromosoma 15 humano es proclive a sufrir alteraciones genéticas. Algunos
 genes de la región presentan expresión parental diferencial monoalélica, regulada por imprinting 
(EI). Errores en la regulación del EI, disomías uniparentales (DSU), así como también el cambio en el número de 
copias genómicas (CNV) producidos por sitios susceptibles de quiebre cromosómico (BP), producen alteraciones 
en esta región. Las enfermedades más frecuentes asociadas son el síndrome de Prader-Willi, el síndrome de 
Angelman y el síndrome de microduplicación 15q11-q13. En el presente trabajo analizamos la región 15q11-q13 
por Methyl specific-multiplex ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA) en 181 muestras de ADN deriva-
das a nuestro servicio de análisis genético molecular. En este trabajo mostramos que, de las 181 muestras, 39 
presentaron alteraciones detectables por MS-MLPA. El 61.5% (24/39) de esas alteraciones detectadas fueron 
deleciones, el 5.1% (2/39) duplicaciones y el 33.3%(13/39) DSU/EI. Los CNV fueron 4 veces más frecuentes 
que las DSU/EI (OR = 4; IC 95%: 1.56-10.25) consistente con la literatura. Entre los CNV, dos casos atípicos 
permiten postular posibles sitios BP que no han sido informados en la literatura previamente.
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Abstract Variation analysis of the number of copies and methylene patterns in region 15q11-q13. Hu-
 man chromosome 15q11-q13 region is prone to suffer genetic alterations. Some genes of this re-
gion have a differential monoallelic imprinting-regulated expression pattern. Defects in imprinting regulation (IE), 
uniparental disomy (UPD) or copy number variation (CNV) due to chromosomal breakpoints (BP) in 15q11-q13 
region, are associated with several diseases. The most frequent are Prader-Willi syndrome, Angelman syndrome 
and 15q11-q13 microduplication syndrome. In this work, we analyzed DNA samples from 181 patients with 
phenotypes which were compatible with the above-mentioned diseases, using Methyl specific-multiplex ligation-
dependent probe amplification (MS-MLPA). We show that, of the 181 samples, 39 presented alterations detectable 
by MS-MLPA. Of those alterations, 61.5% (24/39) were deletions, 5.1% (2/39) duplications and 33.3% (13/39) 
UPD/IE. The CNV cases were 4 times more frequent than UPD/IE (OR= 4; IC 95%: 1.56-10.25), consistent with 
the literature. Among the CNVs, two atypical cases allow to postulate new possible BP sites that have not been 
reported previously in the literature.   
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Las alteraciones genéticas y epigenéticas producidas 
en la región cromosómica 15q11.2-q13 son la causa de 
tres afecciones bien caracterizadas: síndrome de Prader-
Willi (PWS, OMIM #176270), síndrome de Angelman (AS, 
OMIM #105830) y síndrome de microduplicación 15q11-
q13 (MDS15q11-q13, OMIM #608636). Las principales 
características clínicas de PWS son hipotonía grave, hi-
pogonadismo, trastornos alimentarios y obesidad mórbida 
en la infancia temprana, y se presenta con una frecuencia 
de 1:25 000 nacidos1, 2. Los individuos con fenotipo AS 
poseen generalmente retraso en el desarrollo, trastornos 
motores, trastornos del habla y de comunicación en ge-
neral, episodios de risa y ataxia.  Se estima su incidencia 
en 1:30 000 nacidos2-4”. Por otro lado, MDS 15q11-13 
produce hipotonía, retraso en el desarrollo, retraso motor y 
trastornos del espectro autista, y se presenta en 1:30 000 
nacimientos2, 5. 
La expresión de los genes de la región cromosómica 
15q11-q13 sometidos a imprinting es monoalélica, es decir 
que solo se expresa una de las copias ubicada cada una 
en uno de los dos cromosomas homólogos. Dependiendo 
del gen, la expresión es materna o paterna6, 7 (Fig. 1). En 
el caso de la región 15q11-q13, en células normales se 
expresan los genes paternos SNRPN y NDN y quedan 
silenciados los maternos8. En el caso del gen UBE3A, 
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situado en la misma región, la situación es inversa: se 
expresa la copia cromosómica materna y permanece 
silenciada la copia paterna. Esta regulación de expresión 
se produce por metilación de ADN en una secuencia 
específica de la región cromosómica denominada centro 
de imprinting (IC, del inglés imprinting center) que afecta 
a la expresión de los genes SNRPN, NDN y UBE3A6, 9 . 
Cabe mencionar que la expresión de UBE3A regulada por 
imprinting sólo ocurre en células del cerebro10. 
Las deleciones que ocurren en esta región, (denomi-
nada “región crítica de PWS/AS” o PWACR), producen 
fenotipos PWS o AS4, 11 (Fig. 1), mientras que duplicacio-
nes producen fenotipos MD15q11-q135. La alteración en 
los patrones normales de metilación también se asocia 
con PWS y AS, aunque en este caso las características 
clínicas son menos graves12. La metilación aberrante de 
las copias paternas de los genes SNRPN y NDN da como 
resultado final que el 100% de los alelos se encuentren 
metilados (hipermetilación), asociándose con PWS. En 
cambio, una des-metilación aberrante de las copias 
maternas de los mismos genes genera un 0% de alelos 
metilados (hipometilación), asociándose con AS.
Los mecanismos por los cuales se produce un des-
balance en la cantidad de copias metiladas son varios, 
pudiéndose dividir en dos grupos: 1. los que se producen 
por una variación en el número de copias (CNV, del inglés 
copy number variation), que incluyen deleciones, dupli-
caciones intersticiales, translocaciones cromosómicas y 
formación de cromosomas isodicéntricos; 2. los que se 
producen por una disomía uniparental (DSU) o por errores 
en el centro de imprinting (EI)13. 
La región 15q11-q13 es proclive a sufrir CNV debi-
do a que presenta 5 puntos de quiebre canónicos (del 
inglés breaking points o BP). Estos sitios BP canónicos 
están integrados por el gen HERC2 (correspondiente al 
BP3), los pseudogenes de HERC2 (correspondientes 
a los BP1, BP2, BP4 y BP5), y a repeticiones de bajo 
número de copias (LCR)14. Debido a la homología entre 
estas secuencias, un mal alineamiento entre los LCR de 
cromosomas homólogos produce una recombinación 
no alélica entre ellos durante la meiosis, lo que resulta 
en una pérdida o ganancia de material genético. En las 
deleciones, en el caso en que se pierda la copia materna 
(SNRPN y NDN metilados, UBE3A desmetilado) y solo 
quede la copia paterna (SNRPN y NDN desmetilados y 
UBE3A metilado), se produce AS. Por el contrario, si se 
pierde el alelo paterno, ocurre la situación inversa y se 
produce PWS. Los métodos de detección de CNV incluyen 
hibridación fluorescente in situ, análisis de microarreglos 
cromosómicos  y secuenciación automática10, 15. 
Fig. 1.– Esquema de la metilación diferencial de la región 15q11-q13 en cromosomas ma-
terno (m) y paterno (p) en individuos normales y los distintos tipos de alteraciones que 
dan lugar a los síndromes de Prader Willi, de Angelman o de microduplicación 15q11-
q13. Los círculos llenos representan los sitios metilados y los vacíos los no metilados.
CNV: variación en el número de copias; DSU: disomía uniparental; EI: error de 
imprinting; IDIC: cromosoma isodicéntrico.
Nota: Esta Figura se puede apreciar en color en www.medicinabuenosaires.com
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En otros casos, el patrón de metilación puede ser 
alterado al heredarse dos cromosomas del mismo ori-
gen parental (DSU), error que suele producirse durante 
la segregación de cromosomas durante la anafase de 
la meiosis I. Dos cromosomas maternos (metilados) se 
asociarán con un fenotipo PWS mientras que dos cromo-
somas paternos (des-metilados) con AS. Y finalmente, 
un EI puede producir una metilación aberrante en el 
cromosoma paterno (compatible con fenotipo PWS), o 
una des-metilación aberrante del cromosoma materno 
(compatible con fenotipo AS). Para detectar DSU/EI se 
suele utilizar PCR metil-específica o secuenciación metil-
específica. Para detectar ambas en forma combinada 
(tanto CNV como DSU/EI) se requiere utilizar diferentes 
metodologías cualitativas y cuantitativas. 
La metodología Methyl specific multiplex ligation-
dependent probe amplification (MS-MLPA) presenta 
una gran ventaja para estas determinaciones, al permitir 
detectar CNV y DSU/EI de forma simultánea en un mismo 
análisis16, 17. 
Las muestras incluidas en este trabajo fueron deri-
vadas desde diferentes centros diagnósticos del país 
al servicio de análisis genético molecular de nuestra 
institución (STAN, IHEM Mendoza), acompañadas de un 
pedido médico para el análisis de la región 15q11-q13 en 
181 pacientes con sospecha clínica de PWS/AS/MD. En 
este estudio presentamos los resultados que permitieron 
obtener los análisis por MS-MLPA en muestras de ADN 
de leucocitos, y mostramos un análisis de frecuencias y 
diferencias estadísticas entre los distintos tipos de alte-
raciones encontradas y las diferencias con la literatura 
publicada.
Materiales y métodos
Entre los años 2011 y 2016 se incluyeron 181 muestras de 
sangre derivadas a nuestro Instituto para determinar alte-
raciones de metilación y de número de copias en la región 
cromosómica 15q11-q13. Los pacientes fueron derivados 
por médicos genetistas de distintos centros diagnósticos de 
Argentina, con fenotipos compatibles con los síndromes de 
PWS, AS y MD 15q11-q13. El estudio no incluye datos de la 
historia clínica de los pacientes, debido a que se recibieron 
únicamente muestras de sangre periférica para la obtención 
de ADN.
Se realizó la extracción de ADN por método convencional 
basado en CTAB (bromuro de hexadeciltimetilamonio). Breve-
mente, se extrajeron los linfocitos totales de 3 ml de sangre 
de cada paciente utilizando buffer T10E10 (Tris base 10 mM, 
EDTA 10 mM) y centrifugaciones sucesivas hasta obtener un 
pellet de linfocitos limpio. A continuación el pellet fue tratado 
con buffer CTAB (2% CTAB, 0.2 % β-mercaptoetanol, NaCl 1.4 
M, EDTA 20 mM y Tris 10 mM) y temperatura (60 °C) durante 
60 minutos. Luego, el ADN fue purificado utilizando clorofor-
mo: alcohol isoamílico (24:1) y precipitado con etanol 100%.
La metodología aplicada para el análisis de metilación y 
de número de copias fue MS-MLPA utilizando el kit ME028 
(MRC-Holland). Esta técnica se basa en la hibridación de 
pares de sondas en sitios de ADN adyacentes, y su posterior 
ligación e incubación con una enzima metil-sensible. Estas 
enzimas digieren solo los fragmentos no metilados. Luego, 
una reacción por PCR con primers fluorescentes permite 
amplificar las sondas no digeridas, o sea las que hibridaron 
a sitios de ADN metilado. Finalmente, los productos de PCR 
obtenidos fueron separados por electroforesis capilar. Los 
electroferogramas resultantes fueron analizados utilizando 
el programa informático GeneMarker v1.75 (Softgenetics). 
Los ensayos se llevaron a cabo según recomendaciones 
del fabricante, incluyendo algunas modificaciones puestas a 
punto en nuestro laboratorio como previamente publicamos18.
Resultados
Entre las 181 muestras analizadas, 39 (21.5%) presen-
taron alteraciones detectables por MS-MLPA. En 24/39 
(61.5%) se hallaron deleciones del alelo materno o 
paterno, 2/39 (5.1%) presentaron duplicaciones y 13/39 
(33.3%) DSU/EI. De esto surge que la alteración más 
frecuente detectada es la CNV (26/39, 66.6%), que di-
fiere significativamente (p < 0.05) de la frecuencia de los 
otros tipos de alteraciones detectadas (DSU/EI) (33.3%). 
Análisis de odds ratio (OR) revelan que las CNV ocurren 
4 veces más frecuentemente que las DSU/EI (OR = 4; 
IC 95%: 1.56-10.25).
Las 26 CNV abarcan distintos genes de la región 
15q11-q13 que son representados en la Fig. 2. La ex-
tensión de las 24 deleciones se muestra en color rojo 
y la de las 2 duplicaciones en color verde (negro y gris 
respectivamente, en la versión impresa). Entre las CNV, 
las deleciones son las más frecuentes (24/26, 92%) e 
involucran diferentes sitios BP (Fig. 2). Según el Inter-
national Standards for Cytogenomic Arrays consortium 
(ISCA) existen dos tipos de deleciones típicas de la re-
gión 15q11-q13: la deleción clase I, comprendida entre 
BP1 y BP3 y la deleción clase II, entre BP2 a BP3. Esta 
última deleción clase II es considerada la región crítica 
en los síndromes de PWS y AS y, consistente con esto, 
la mayoría de las deleciones detectadas en este trabajo 
(17/24, 70.8%) se extienden entre estos BP2 y BP3. Sin 
embargo, es interesante resaltar que 5/24 (20.8%) abar-
caron una región alternativa de mayor extensión, desde 
BP1 a BP3 (deleción clase I). 
Cabe destacar dos casos de deleciones en los cuales 
las regiones involucradas fueron atípicas. En un caso se 
encontró una deleción entre BP2-BP3 sin abarcar la región 
de forma completa, ya que el gen MKRN3 situado próximo 
a BP2 no estaba delecionado. Esto puede sugerir la pre-
sencia de un sitio de quiebre alternativo entre BP2 y BP3. 
En el segundo caso atípico, la deleción ocurrió en sitios 
de quiebre no canónicos ubicados entre BP2-BP3 y BP3-
BP4 afectando a genes de ambos sectores, i.e.: SNRPN, 
UBE3A, ATP10A y GABRB3 del sector BP2-BP3 y APBA2 
del sector BP3-BP4. Esta observación, nuevamente, sugie-
re la presencia de posibles sitios de quiebre cromosómicos 
alternativos entre los BPs conocidos (Fig. 2).
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De las 26 CNV identificadas, 2 correspondieron a 
duplicaciones. Ambas duplicaciones intersticiales, si bien 
según la literatura son mucho menos frecuentes que las 
deleciones2, abarcan la misma región cromosómica que 
éstas, desde el BP1 al BP4. Los genes involucrados son 
NIPA1, TUBGCP5 (entre BP1-BP2), MKRN3, MAGEL2, 
NDN, SNRPN, UBE3A, ATP10A, GABRB3 (entre BP2-
BP3) y APBA2 (entre BP3-BP4).
Finalmente, en 13 de 39 muestras (33.3%) se detectó 
una alteración del perfil de metilación por MS-MLPA sin 
incluir CNV, infiriéndose como causa DSU o EI. 
Discusión
En nuestros resultados observamos una frecuencia 
significativamente mayor de CNV que de DSU/EI en la 
población de pacientes con alteraciones en 15q11-q13. 
Esto se encuentra en línea con los hallazgos previamente 
publicados en otros trabajos, en los cuales se observa 
que la frecuencia de CNV es 65%-75%, mientras que 
para DSU/EI es 10%-30%12. Según la literatura, la DSU 
es más frecuente que EI en el caso de PWS (25%-30% 
vs. 1%), mientras que para AS la diferencia entre ambos 
tipos de alteraciones es menor (7.0% vs. 2.5%)22, 23. De 
todas maneras, en nuestro estudio no se pudo diferenciar 
entre estas dos causas, debido a que MS-MLPA no está 
diseñada para identificar el origen parental de los cromo-
somas, por lo que no posibilita diferenciar ente DSU y EI. 
De las muestras analizadas surge el dato llamativo 
de que, entre las CNV detectadas, las deleciones son 
mucho más frecuentes que las duplicaciones (92% vs. 
8%). Nuestros datos difieren de lo registrado en estudios 
de otras poblaciones, donde la frecuencia de deleciones 
y duplicaciones son similares2. No tenemos explicación 
biológica para esta diferencia, y estimamos que podría 
deberse a un sesgo de las muestras recibidas en nuestro 
servicio. Es posible que se deriven más frecuentemente 
muestras para análisis de PWS/AS (asociados en su 
mayoría –> 60%– a deleciones) y no para trastornos 
del espectro autista u otros síntomas diferentes de los 
observados en PWS o AS2, 5 (asociados mayormente a 
duplicaciones).
Con respecto a los sitios de quiebre involucrados, en 
algunos casos pudimos encontrar que las deleciones 
habían ocurrido entre BPs que no han sido mencionados 
previamente por otros13, 19. Es posible proponer para estos 
casos atípicos la existencia de otros BPs20 que hayan pro-
vocado deleciones con características clínico-patológicas 
similares a PWS/AS.
De las muestras analizadas en nuestro servicio, el 
porcentaje de detección de alteraciones fue de un 21.5%, 
equivalente a una tasa aproximada de 1:4. Una búsqueda 
bibliográfica revela que más del 99% de los casos de PWS 
Fig. 2.–. Localización de los genes, sitios de quiebre cromosómico (BPs 1 a 5, líneas 
punteadas finas; en violeta en www.medicinabuenosaires.com) y centro regulador de 
imprinting (IC) de la región cromosómica 15q11-q13. Las líneas punteadas gruesas 
indican los nuevos probables sitios de quiebre cromosómico (BP, del inglés chro-
mosome breakpoints). Las dos líneas negras superiores (en rojo en www.medicina-
buenosaires.com) indican la extensión de las deleciones registradas, las deleciones 
nuevas encontradas y sus frecuencias relativas. Las líneas grises inferiores (en verde 
en www.medicinabuenosaires.com) indican las duplicaciones previamente registradas 
para la región 15q11-q13 y que son similares a las encontradas en nuestro trabajo.
PWACR: región crítica de los síndromes de Prader Willi – Angelman;  snoRNA genes: 
genes que codifican ARN nucleolares pequeños.
Nota: Esta Figura se puede apreciar en color en www.medicinabuenosaires.com
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y el 80% de los de AS son detectables por MS-MLPA1. En 
los casos de AS no detectables por MS-MLPA, un 11% 
está asociado a variantes patológicas del gen UBE3A y 
un 9% a microdeleciones en el centro de imprinting de la 
región 15q1115. Esto indica que MS-MLPA tiene una alta 
sensibilidad y especificidad para detectar alteraciones de 
PWS/AS. Por esto, suponemos que la tasa de detección 
más baja en la población analizada en este trabajo se 
puede deber a que las 181 muestras correspondan a 
pacientes sin certeza diagnóstica. A su vez, cabe resaltar 
que los rasgos fenotípicos de PWS/AS son solapables 
con otros síndromes, ej. craneofaringioma1,19 distrofia 
miotónica tipo I, diferentes neuropatías incluyendo atro-
fia medular espinal21. Por lo tanto, consideramos que 
nuestros datos revelan la importancia de corroborar el 
diagnóstico clínico de PWS/AS por MS-MLPA, dada la 
complejidad de un diagnóstico certero basado sólo en el 
criterio clínico-patológico. 
En conclusión, la metodología MS-MLPA ha permiti-
do identificar casos con PWS/AS de forma rápida y con 
costos razonables. Pudo establecerse el diagnóstico, 
diferenciar entre las causas de CNV o DSU/EI e identificar 
el tamaño de los CNV. Un análisis global ha permitido 
determinar que tipo de alteraciones ocurren más frecuen-
temente en nuestra población. A su vez, ha permitido 
postular posibles sitios de quiebre cromosómicos que no 
han sido reportados en la literatura previamente.
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